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ABSTRACT
Zinc (Zn) plays a vital role in children growth and is involved in DNA synthesis and maintenance processes. The current nutrient intake 
recommendations do not consider the levels required for maintaining genomic stability. The objective of this study is to analyze the cytotoxic 
and genotoxic effect of in vitro Zn supplementation to evaluate deficiency and excess, and the concentrations within the normal physiological 
range established for children (80-280 µg/dl). To achieve Zn deficiency, the HAMF12 medium (HF12) was chelated (HF12Q). Lymphocytes were 
isolated from healthy donors and cultured for 7 days: 1-control (HF12, 60 µg/dl SO
4
Zn); 2-deficient (HF12Q, 0 µg/dl SO
4
Zn); 3-80 (HF12Q 
+ 80 µg/dl SO
4
Zn); 4-180 (HF12Q + 180 µg/dl SO
4
Zn); 5-280 (HF12Q + 280 µg/dl SO
4
Zn); 6-380 (HF12Q + 380 µg/dl SO
4
Zn). Comet 
and micronucleus assays were performed, and cell viability was determined. Differences were evaluated with χ2 and ANOVA (p<0.05). The DNA 
damage index (comet assay) was significantly higher in the deficient culture respect to the others. Only the 380 µg/dl dose showed significantly 
increased frequency in DNA damage in relation to the other supplemented cultures. Micronuclei frequency was significantly higher in the deficient, 
280 and 380 µg/dl cultures in comparison with the control, 80 and 180 µg/dl. The higher frequency of chromosomal damage was observed at 380 
µg/dl SO
4
Zn. In vitro Zn supplementation reduced genomic instability. Supplementation with Zn at 80 µg/dl and 180 µg/dl proved to be the most 
beneficial in reducing genomic instability, whereas doses of 280 and 380 µg/dl would cause an increase in DNA damage.
Key words: Zinc sulfate, Genomic stability, Recommended dietary allowances, Children.
RESUMEN
El Zinc (Zn) juega un papel vital en el crecimiento de los niños y participa en la síntesis y mantenimiento del ADN. Las actuales recomendaciones 
de ingesta de nutrientes no tienen en cuenta los niveles requeridos para el mantenimiento de la estabilidad genómica. El objetivo del trabajo es 
analizar el efecto citotóxico y genotóxico de la suplementación in vitro con Zn para evaluar la deficiencia y el exceso, así como las concentraciones 
dentro del rango fisiológico normal establecido para niños (80-280 µg/dl). Para lograr la deficiencia de Zn, el medio HAMF12 (HF12) fue quelado 
(HF12Q). Los linfocitos fueron aislados de donantes sanos y cultivados durante 7 días: 1-control (HF12, 60 µg/dl SO
4
Zn); 2-deficiente (HF12Q, 
0 µg/dl SO
4
Zn); 3-80 (HF12Q + 80 µg/dl SO
4
Zn); 4-180 (HF12Q + 180 µg/dl SO
4
Zn); 5-280 (HF12Q + 280 µg/dl SO
4
Zn); 6-380 (HF12Q 
+ 380 µg/dl SO
4
Zn). Se utilizaron los ensayos de micronúcleo y cometa y se determinó la viabilidad celular. Las diferencias fueron evaluadas con 
χ2 y ANOVA (p<0,05). El índice de daño, resultó significativamente más alto en el cultivo deficiente respecto de los demás. Sólo la dosis 380 µg/
dl presentó frecuencias significativamente aumentadas en relación a los otros cultivos suplementados. La frecuencia de micronúcleos (MNi) fue 
significativamente mayor en los cultivos deficientes, 280 y 380 µg/dl, respecto del control, 80 y 180 µg/dl. La mayor fecuencia se observó en 380 
µg/dl. La suplementación de los cultivos in vitro con zinc ayudaría a reducir la inestabilidad genómica. Las dosis más beneficiosas serían las de 80 y 
180 µg/dl, en tanto que las de 280 y 380 µg/dl provocarían un aumento de daño en el ADN.
Palabras clave: Sulfato de zinc, Estabilidad genómica, Ingesta recomendada de nutrientes, Niños.
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INTRODUCTION
La transición nutricional de nuestro país se caracteriza 
por la disminución de la malnutrición aguda, un aumento 
de la obesidad y cifras relativamente altas de retraso cróni-
co del crecimiento y desnutrición oculta (Carmuega, 1996; 
O`Donnell y Carmuega, 1999). La OMS y UNICEF han 
definido como desnutrición oculta a un conjunto de ca-
rencias específicas de micronutrientes que se caracterizan 
por ser altamente prevalentes, de importancia en la salud 
infantil y que requieren de cierta instrumentación para 
su diagnóstico. Entre los micronurientes más importantes 
para el crecimiento infantil se encuentran el zinc, el hie-
rro, la vitamina A, algunas vitaminas del grupo B como la 
riboflavina, el ácido fólico, la niacina y los ácidos grasos 
esenciales.
No existe un criterio o indicador que por si solo 
permita objetivar la calidad de la dieta. Sin embargo, 
cuando se considera sólo la composición de nutrientes, la 
densidad nutricional es un indicador más apropiado que 
la composición centesimal. Es decir, la proporción de cada 
nutriente relativo a la cantidad de energía que contiene 
un alimento o el conjunto de la dieta. Para esto, se utiliza 
como patrón de referencia las recomendaciones diarias 
de ingesta de nutrientes (RDAs) del National Research 
Council (1989), expresadas en forma absoluta como la 
cantidad de nutrientes recomendada por día.
Las actuales RDAs de vitaminas y minerales, están 
basadas en la prevención de enfermedades tales como 
el escorbuto en el caso de la vitamina C, anemia en el 
caso del ácido fólico y la pelagra para la niacina. Sin 
embargo, los micronutrientes son importantes en la 
prevención de enfermedades degenerativas, tales como 
cáncer, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer y 
envejecimiento prematuro, debido al rol que desempeñan 
en el mantenimiento de la estabilidad genómica (Ambrosse 
et al., 1999; Giovannucci, 1998; Morris, 1998; Zhang, 
1998; Watkins, 2000). Es ampliamente reconocido, que la 
exposición in vivo a agentes mutagénicos y carcinogénicos 
puede incrementar la mutación genética y las aberraciones 
cromosómicas en las poblaciones humanas (Parry, 1988). 
Más tardíamente se reconoce que una dieta desbalanceada 
puede tener efectos similares (Ames, 1998). La dieta 
puede ser un factor clave en la estabilidad genómica 
dado su impacto sobre mecanismos relevantes tales 
como: exposición a carcinógenos dietarios, activación/
detoxificación de carcinógenos, síntesis y reparación 
del ADN y apoptosis. Muchos minerales y vitaminas 
actúan como sustrato y/o cofactores en reacciones de 
mantenimiento del ADN, por lo que su concentración 
exacta en la célula es crítica. Así, niveles no óptimos de 
estos micronutrientes podrían imposibilitar la actividad 
de enzimas requeridas para la estabilidad genómica, 
al provocar fracturas de doble o simple cadena sobre el 
ADN, lesiones oxidativas o ambas (Fenech, 2001; 2005). 
Debido a lo anteriormente expuesto, existe una fuerte 
conciencia internacional sobre la necesidad de redefinir 
los requerimientos óptimos de minerales y vitaminas para 
prevenir el daño sobre el ADN.
La deficiencia severa de zinc (Zn) es rara, pero las defi-
ciencias medias son relativamente frecuentes, especialmen-
te en etapas tempranas del ciclo de vida como la infancia 
y la niñez (Hambidge, 1989). Dicha deficiencia provocaría 
una disminución en el crecimiento y el desarrollo de los 
niños (Walsh, 1994; Ruz et al., 1997), afectando princi-
palmente la talla, por lo que habría una alta prevalencia 
de deficiencia de Zn en aquellas poblaciones con retardo 
crónico del crecimiento (Flores et al., 1985; Rosado, 1998; 
CESNI, 2001; González et al., 2006; Grandy et al., 2010), 
como la nuestra. La deficiencia de este micronutriente 
también afecta al sistema inmunológico, debido a que al-
tera la división y multiplicación celular requeridas para la 
defensa del huésped ante un patógeno; suprime parcial-
mente la función del timo y disminuye la proliferación y 
función de los linfocitos T y B (Walsh, 1994; Solomons, 
1998). También se ha notificado la inducción de alteracio-
nes en el crecimiento y desarrollo del cerebro provocando 
trastornos cognitivos (Walsh, 1994; Beard, 1996). El Zn se 
transporta en plasma unido a la albúmina y, en menor me-
dida, a las alfa2 macroglobulinas, por lo que su concentra-
ción plasmática varía en la infección, el estrés y el ejercicio 
físico intenso (CESNI, 2001). La explicación a todos estos 
efectos asociados a la deficiencia de Zn, sería el rol que éste 
desempeña en la síntesis del ADN y la proliferación celular.
El Zn es un componente esencial de aproximadamente 
300 proteínas, entre ellas la superóxidodismutasa Cu/Zn, 
endonucleasa IV, p53 y proteínas “dedos” de Zn (como 
la PARP). Está involucrado en el proceso de estabilidad 
genómica y expresión génica en una variedad de modos, 
incluyendo la estructura de la cromatina, la replicación del 
ADN y la transcripción del ARN, a través de factores de 
transcripción y de las ARN y ADN polimerasas (Urrutia, 
1997; Lin et al., 1998; Rosado, 1998). Asimismo, desempeña 
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un rol importante en la reparación del ADN (Dreosti, 
2001) y en la muerte celular programada o apoptosis 
(Richard et al., 1993; McGowan et al., 1994; Sunderman, 
1995; Record et al., 1996; Parat et al., 1997; Falchuk, 1998; 
Favier, 1998; Leccia et al., 1999; Chimienti et al., 2001; 
Chung et al., 2005; Clegg et al., 2005; Bae et al., 2006; 
Chang et al., 2006). En la actualidad el conocimiento sobre 
los niveles óptimos para la estabilidad genómica es escaso 
y desordenado, sin embargo, existe suficiente evidencia 
que sugiere que la deficiencia marginal de Zn impacta 
significativamente en el porcentaje de daño cromosómico 
espontáneo (Fenech y Ferguson, 2001; Fenech, 2001; 
2002; Sharif et al., 2011; 2012). Por otra parte, en trabajos 
realizados in vitro, se observó que el exceso de diversas sales 
de Zn, tales como cromato, citrato y sulfato, provocaría 
un efecto citotóxico y genotóxico en diferentes líneas 
celulares (Bae et al., 2007; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010; 
Sharif et al., 2011) y animales de laboratorio (Tapisso et al., 
2009).
Debido a que el Zn juega un papel vital en el crecimiento 
de los niños y participa en los procesos de síntesis y 
mantenimiento del ADN, el objetivo del presente estudio 
es evaluar el efecto citotóxico y el daño cromosómico y 
citomolecular provocado tanto por la deficiencia como 
por el exceso de Zn. Asimismo, se realizará la valoración 
citotóxica y de daño genético inducido por las dosis de 
Zn dentro del rango fisiológico normal de Zn establecido 
actualmente para niños.
MATERIALES Y MÉTODOS
Cultivos de linfocitos de sangre periférica y diseño experimental
Se ha demostrado que el modelo in vitro de cultivo de lin-
focitos de sangre periférica, es muy eficaz para determinar 
el efecto de los micronutrientes sobre la citotoxicidad y 
el daño genómico (Kimura et al., 2004; Wu et al., 2009; 
Fenech, 2010). Este modelo es esencial para definir la con-
centración óptima y el límite superior más seguro de los 
micronutrientes (Fenech, 2010). En este sentido, se trabajó 
con linfocitos aislados de sangre periférica obtenida de seis 
donantes sanos de sexo femenino, de edades comprendi-
das entre 5 y 10 años. Las muestras fueron obtenidas con 
expresa autorización del mayor responsable (Ley Provin-
cial N° 11.044). Los linfocitos fueron cultivados en frascos 
T25, utilizando como medio base 10 ml de HAM F12 
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), sin suero fetal bo-
vino, con la adición de antibióticos (60 UI de Penicilina 
y 50 µg/ml de Estreptomicina) (Bagó Laboratories, Bue-
nos Aires, Argentina) y 100 µg/ml de fitohemaglutinina 
(Gibco-Invitrogen).
Para lograr la deficiencia de Zn, el medio HAMF12 
(HF12) fue quelado (HF12 Q). Se utilizó Chelex-100 
(95577 Sigma) al 10%, según procedimiento descripto por 
Sharif et al. (2011; 2012), con algunas modificaciones.
Se tomaron tres dosis de sulfato de Zn (SO
4
Zn) dentro 
del rango fisiológico normal determinado para niños (80-
280 µg/dl) (Feliu et al., 2005) y dos dosis por fuera, para 
evaluar el efecto de la deficiencia y el exceso. De esta manera 
se establecieron 6 cultivos: 1- control negativo (HF12 Q, 
60 µg/dl SO
4
Zn); 2- deficiente en Zn (HF12 Q, 0 µg/dl 
SO
4
Zn); 3- límite inferior (HF12 Q + 80 µg/dl SO
4
Zn); 
4- límite medio (HF12 Q + 180 µg/dl SO
4
Zn); 5- límite 
superior (HF12 Q + 280 µg/dl SO
4
Zn); 6- exceso de Zn 
(HF12 Q + 380 µg/dl SO
4
Zn).
Para llevar a cabo la estimación de viabilidad celular 
mediante tinción con el colorante vital azul de tripano, el 
ensayo de electroforesis en gel de célula única (cometa) y 
el ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis 
(CBMN), las muestras fueron cultivadas a 37º C en 5% de 
CO
2
, durante 7 días (Fenech, 2010; 2014), en las condicio-
nes mencionadas. Al día 7, 100 µl de la suspensión celular 
se transfirieron a tubos cónicos (Eppendorf) para evaluar 
la viabilidad celular, 100 µl se utilizaron para el ensayo co-
meta, y el resto de las células se destinaron para el ensayo 
CBMN.
Cada cultivo se realizó por duplicado y el experimento 
se repitió 3 veces para permitir una estimación precisa de 
la variación experimental.
Espectrofotometría de Absorción Atómica
Se determinó la concentración de Zn al inicio y al fi-
nalizar los cultivos, a través de espectrofotometría de Ab-
sorción Atómica, previa dilución con ácido tricloroacético 
(Cátedra de Fisiología, Facultad de Ciencias Veterinarias, 
UNLP).
Estimación de necrosis celular mediante tinción con el colorante 
vital azul de tripano
Se contó el número de células inmediatamente después de 
los tratamientos. Para ello, las mismas fueron teñidas con 
el colorante vital azul de tripano y luego cuantificadas en 
cámara de Newbauer.
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Ensayo de electroforesis de un sola célula (ensayo cometa versión 
alcalina)
El ensayo cometa permite cuantificar los fenómenos de 
daño en el ADN a nivel individual. La migración del ADN 
toma el aspecto de un cometa y, de allí, el nombre que se 
le ha dado a esta técnica. El ensayo se realizó en condicio-
nes alcalinas, de acuerdo al método de Singh et al. (1988). 
Las células se embeben en agarosa de bajo punto de fusión 
(0,5%) y se depositan en portaobjetos previamente cubier-
tos con agarosa 150 mL, agarosa 0,5% de punto de fusión 
normal. Posteriormente, los portaobjetos se sumergen en 
solución de lisis pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 
10 mM Tris,  10% DMSO, 1% Triton X-100) durante 24 
hs. A continuación se procede a un tratamiento alcalino 
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA) por 20 minutos antes 
de la electroforesis. Esta se realiza a 4º C, 20 V y 250 mA 
durante 20 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, los 
portaobjetos se lavan con una solución de neutralización 
y las células se colorean con una solución 1/1000 SYBR 
Green I (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Se 
analizan 200 imágenes por punto experimental utilizando 
un microscopio de fluorescencia (Olympus BX40, equipa-
do con filtros de excitación de 515-560 cm). La asignación 
de niveles o grados de daño se realiza según la extensión 
que adquiere la cola del cometa. Las células son clasificadas 
en 5 categorías, desde 0 (cola no visible) hasta 4 (cabeza 
de cometa detectable y más ADN en la cola) (Olive, 1999; 
Collins, 2004). A partir de esta clasificación se obtiene el 
índice de daño (ID) (Collins, 2004).
Ensayo de Micronúcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)
Si bien existen muchos métodos para evaluar la estabilidad 
genómica, a la fecha, el CBMN sería el más indicado para 
valorar el efecto provocado por una ingesta inadecuada de 
micronutrientes (Fenech, 2010). La simplicidad del conteo 
y la aplicabilidad del ensayo de micronúcleos in vitro en 
diferentes tipos celulares, lo convierten en una herramien-
ta atractiva para la evaluación de anomalías cromosómicas 
(Kirsch-Volders et al., 2003). La Citocalasina B, producida 
por el hongo Helminthosporium dematioideum, en bajas con-
centraciones bloquea la citocinesis y la movilidad celular 
dando como resultado células binucleadas (BN). El micro-
núcleo (MNi) se origina de un fragmento cromosómico o 
de un cromosoma entero que queda retrasado en anafase 
durante la división celular (Fenech, 2010). Asimismo, los 
puentes nucleoplásmicos (NPBs) entre los núcleos de una 
célula BN, proveen una medida de los rearreglos cromo-
sómicos (Umegaki y Fenech, 2000; Fenech et al., 2003), 
ya que son el producto de cromosomas dicéntricos. En la 
década pasada, emergió otro mecanismo de formación de 
MNi conocido como brote nuclear (BUDs). Shimizu et al. 
(1998; 2000) demostraron que la amplificación del ADN 
se localiza en sitios específicos de la periferia del núcleo 
y se elimina a través de brotes nucleares que forman los 
MNi durante la fase S del ciclo celular. Debe demostrar-
se que la proliferación celular es suficiente para asegurar 
que la mayoría de las células contadas deriva de la pri-
mera o de la primera y segunda división luego del tra-
tamiento (Fenech, 2007). Para ello se utiliza el índice de 
división nuclear (NDI):1 x nº de células mononucleadas 
+  2 x nº de células binucleadas + 3 x nº de células tri y 
tetranucleadas / nº total de células contadas (500 células). 
Aproximadamente 24 hs antes de la finalización del culti-
vo, las células se tratan con citocalasina B (3 µg/ml) (Sigma, 
St. Louis, MO, USA). La suspensión celular se centrifuga y 
el botón celular (pellet) se resuspende con 5 ml de fijador 
(methanol:ácido acético 3:1). Se realizan tres lavados con 
fijador, se resuspende y se gotean en portaobjetos limpios. 
Se tiñen con Giemsa 5% durante 10 minutos. Se analizan 
1.000 células por punto experimental de acuerdo a los cri-
terios de Fenech (2007).
Estadística
Los resultados del ensayo cometa y el análisis de micronú-
cleos fueron estadísticamente analizados por medio de la 
Prueba de χ2, mientras que la viabilidad celular fue eva-
luada a través de la Prueba de ANOVA con el progra-
ma Statgraphics® 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD), 
considerando un p<0,05. Los resultados se expresan como 
media ± errores estándar.
RESULTADOS
La quelación del Zn del medio de cultivo analizado 
mediante espectrofotometría de absorción atómica fue 
total, mientras que otros metales divalentes (cobre y hierro) 
no fueron afectados (datos no mostrados).
Se estimó la viabilidad celular mediante tinción con el 
colorante vital azul de tripano, los resultados se resumen 
en la Tabla 1. El análisis de la varianza evidenció diferen-
cias estadísticamente significativas entre los tratamientos 
(p<0,001). Por medio del análisis de componentes princi-
pales se observó que dichas diferencias fueron estadística-
mente significativas para todas las comparaciones excepto 
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para control y 80 µg/dl SO
4
Zn. La frecuencia de células 
necróticas fue significativamente superior en el cultivo de-
ficiente, así como en los suplementados con 280 y 380 µg/
dl SO
4
Zn, respecto de los cultivos control, 80 y 180 µg/dl 
SO
4
Zn. Es de resaltar que los cultivos suplementados con 
380 µg/dl SO
4
Zn presentaron frecuencias significativa-
mente superiores a las observadas en los cultivos deficiente 
y 280 µg/dl SO
4
Zn. Por su parte, los cultivos suplemen-
tados con 180 µg/dl SO
4
Zn fueron los que mostraron el 
mayor porcentaje de células viables.
Se determinaron las fracturas de cadena del ADN así 
como los sitios lábiles al álcali a través del ensayo cometa 
(Tabla 2). El cultivo deficiente en Zn, presentó un incre-
mento estadísticamente significativo del ID respecto a to-
dos los demás cultivos (p<0,001). Los cultivos suplementa-
Cultivos Millones células/ml
Control 4,80 (0,09)
Deciente 2,20 (0,06)
80 µg/dl SO4Zn 4,42 (0,04)
180 µg/dl SO4Zn 6,60 (0,13)
280 µg/dl SO4Zn 1,00 (0,02)
380 µg/dl SO4Zn 0,45 (0,001)
Control
Deciente 1
80 µg/dl SO4Zn
180 µg/dl SO4Zn
280 µg/dl SO4Zn2
380 µg/dl SO4Zn3
Tabla 1. Estimación de la viabilidad celular mediante tinción 
               con el colorante vital azul de tripano.  
               Entre paréntesis se indica el error estándar. 
 
Prueba de ANOVA
F= 200,44; p<0,001
dos mostraron una reducción de este índice. Sin embargo, 
las dosis más altas mostraron frecuencias de daño aumen-
tadas en relación a los cultivos control, 80 µg/dl SO
4
Zn y 
180 µg/dl SO
4
Zn (valores de p se muestran en Tabla 2). Las 
dosis de 80 µg/dl SO
4
Zn y 180 µg/dl son las que presentan 
el menor ID.
En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos con 
el ensayo CBMN. El efecto citotóxico fue evaluado a tra-
vés del índice de división nuclear. Se observa una dismi-
nución del mismo tanto en los cultivos deficientes de Zn 
como en los suplementados con 280 y 380 µg/dl SO
4
Zn. 
El NDI más elevado se observa en los cultivos de 80 y 
180 µg/dl. Ninguna de estas diferencias resultó significati-
va desde el punto de vista estadístico. Para valorar el daño 
cromosómico, se contabilizó la frecuencia de MNi, NPBs 
y NBuds en 1.000 células BN. La frecuencia de MNi fue 
significativamente superior desde el punto de vista esta-
dístico en el cultivo deficiente, así como en los suplemen-
tados con 280 y 380 µg/dl SO
4
Zn, respecto de los culti-
vos control, 80 y 180 µg/dl SO
4
Zn, los cuales presentaron 
frecuencias similares (valores de p se muestran en la Tabla 
3). Cabe destacar, que los cultivos suplementados con 380 
µg/dl SO
4
Zn presentaron frecuencias de MNi superiores 
a las observadas en los cultivos deficientes. Por su parte, los 
cultivos suplementados con 80 y 180 µg/dl de SO
4
Zn fue-
ron los que mostraron el menor daño cromosómico. Los 
resultados obtenidos para NPBs y NBuds fueron dispares, 
mostrando valores superiores para los cultivos suplemen-
tados con 80 y 280 µg/dl SO
4
Zn, respecto del resto de 
los cultivos. Estas diferencias no fueron estadísticamente 
significativas.
Cultivos G0 G1 G2 G3 G4 ID
Control 0,94 (0,10) 0,06 (0,02) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 6,50
Deciente 1 0,67 (0,08) 0,22 (0,05) 0,09 (0,03) 0,03 (0,02) 0,00 (0,00) 48,00
80 µg/dl SO4Zn 0,97 (0,10) 0,03 (0,02) 0,01 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 4,25
180 µg/dl SO4Zn 0,94 (0,10) 0,04 (0,02) 0,02 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 7,70
280 µg/dl SO4Zn 2 0,95 (0,10) 0,05 (0,02) 0,01 (0,01) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 13,00
380 µg/dl SO4Zn 3 1,19 (0,11) 0,11 (0,03) 0,04 (0,02) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 18,30
Tabla 2. Determinación de los grados de daño (G0-G4) en el ADN y estimación del índice de daño (ID), a través del ensayo 
 cometa. Entre paréntesis se indica el error estándar. 
 
Prueba de χ2
1 Deficiente vs. Control (p<0,001); Deficiente vs. 80 µg/dl (p<0,001); Deficiente vs. 180 µg/dl (p<0,001); Deficiente vs. 280 µg/dl (p<0,001); Deficiente vs. 380 µg/dl 
(p<0,001).
2 280 µg/dl vs. 80 µg/dl (p<0,05).
3 380 µg/dl vs. Control (p<0,05); 380 µg/dl vs. 80 µg/dl (p<0,01); 380 µg/dl vs. 180 µg/dl (p<0,05).
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Cultivos MNi ‰ NPBs ‰ BUDs ‰ NDI 
Control 1,00 (0,30) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 1,76 (0,13)
Deciente 1 2,10 (0,41) 2,30 (0,15) 0,00 (0,00) 1,68 (0,13)
80 µg/dl SO4Zn 1,30 (0,34) 6,50 (0,25) 1,00 (0,10) 1,78 (0,13)
180 µg/dl SO4Zn 0,90 (0,29) 1,00 (0,10) 1,00 (0,10) 1,82 (0,13)
280 µg/dl SO4Zn 2 2,10 (0,41) 10,0 (0,30) 2,00 (0,14) 1,64 (0,13)
380 µg/dl SO4Zn 3 3,20 (0,47) 1,00 (0,10) 0,00 (0,00) 1,52 (0,12)
Tabla 3. Frecuencias de micronúcleos (MNi), puentes nucleoplásmicos (NPBs), brotes nucleares (BUDs) 
 e índice de división nuclear (NDI), obtenidas con el ensayo de micronúcleos por bloqueo de la 
 citocinesis (CBMN). Entre paréntesis se indica el error estándar. 
 
Prueba de χ2
1 Deficiente vs. Control (p<0,05); Deficiente vs. 180 µg/dl (p<0,05);
2 280 vs. Control (p<0,05); 280 vs. 180 µg/dl (p<0,05);
3 380 vs. Control (p<0,001); 380 vs. 80 µg/dl (p<0,01); 380 vs. 180 µg/dl (p<0,001).
DISCUSIÓN
En el presente trabajo, se utilizó el sulfato de Zn para 
suplementar los cultivos, debido a que en otros estudios se 
constató que esta sal presentaba mayor biodisponibilidad 
que otras (Sharif et al., 2011; 2012). El estado nutricio del 
Zn no depende sólo de la cantidad ingerida, sino también 
de su biodisponibilidad y del consumo en la dieta de in-
hibidores de la absorción de este nutriente, tales como los 
fitatos, las fibras, el hierro y el calcio, entre otros (Sandstead, 
2000; CESNI, 2001; Pizarro y Calvo, 2009).
Los alimentos de origen animal, particularmente las 
carnes, los mariscos y el pescado, son fuentes ricas en Zn 
y su biodisponibilidad es alta, ya que durante su digestión 
se liberan ciertos aminoácidos y péptidos que contienen 
lisina y que forman complejos solubles con el Zn (Rosado, 
1998). Sin embargo, por razones culturales y por su alto 
costo, la carne es consumida en bajas cantidades por las po-
blaciones de riesgo. Más aún, estas poblaciones, habitual-
mente, consumen dietas basadas en cereales y legumbres, 
las cuales contienen cantidades significativas de fitatos. A 
su vez, se ha registrado en la población infantil una incor-
poración tardía de los alimentos de origen animal durante 
la etapa de complementación, exponiendo así a los niños 
pequeños a la deficiencia de Zn y comprometiendo de 
manera irreversible su potencial de crecimiento. En Argen-
tina, desde el punto de vista epidemiológico, el patrón de 
consumo alimentario sufrió modificaciones en los últimos 
treinta años en todos los estratos sociales, observándose 
una disminución del consumo de carnes, frutas y verduras 
(Aguirre, 2005).
Para analizar el efecto de la deficiencia y el exceso de 
Zn, se utilizaron el ensayo cometa y el ensayo CBMN, los 
cuales se complementan y brindan una amplia informa-
ción acerca de la posible inducción de daño al material ge-
nético provocado por una inadecuada ingesta de nutrien-
tes. El ensayo cometa alcalino, provee una medida de la 
inducción de fracturas de simple y doble cadena del ADN 
que permanecen sin reparar. Por otra parte, los MNi y los 
NPBs ocurren debido a una falla en la reparación de las 
fracturas de cadena del ADN que ocasionan la producción 
de fragmentos acéntricos y cromosomas dicéntricos. Los 
resultados de este estudio muestran que la deficiencia de 
Zn genera un incremento de las fracturas de cadena del 
ADN. En otros trabajos también se observaron frecuencias 
elevadas de daño en el ADN, medidas a través del ensayo 
cometa (Ho y Ames, 2002; Yan et al., 2008; Song et al., 
2009a; 2009b; 2009c). La elevada frecuencia de daño en el 
ADN observada en este estudio producto de la deficiencia 
de Zn, puede ser el resultado del incremento en la oxida-
ción del ADN. Existe numerosa evidencia, proveniente de 
trabajos experimentales in vitro, que indicaría que la adi-
ción de Zn protege a los grupos sulfhidrilos contra el daño 
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oxidativo (Bagchi, 1997; Bray y Bettger, 1990; Sunderman, 
1995; Szuster et al., 2000). En otros estudios también rea-
lizados in vitro, se observó que las células deficientes en 
Zn presentaban fallas en los mecanismos de reparación del 
ADN, con elevados niveles de daño (Dreosti, 2001; Ho 
y Ames, 2002; Yan et al., 2008; Sharif et al., 2012). En el 
presente trabajo la suplementación con concentraciones 
dentro del rango fisiológico normal (80-280 µg/dl) redujo 
las fracturas en el ADN en relación al cultivo deficiente 
en Zn, mientras que concentraciones elevadas (380 µg/dl) 
habrían ocasionado un aumento del daño, sugiriendo un 
potencial efecto genotóxico para el sulfato de Zn cuando 
se encuentra en exceso.
Los resultados obtenidos con el ensayo CBMN mues-
tran que tanto la deficiencia como el exceso provocan un 
incremento en la frecuencia de MNi, más marcado aún 
en el exceso. Es de resaltar que el nivel superior del rango 
fisiológico normal establecido para niños (280 µg/dl) pro-
vocó la misma magnitud de daño cromosómico que la de-
ficiencia. En trabajos previos (Sharif et al., 2011) se observó 
un aumento de MNi y NPBs en la deficiencia (0 µM) y 
el exceso (32 µM), mientras que todas las concentraciones 
evaluadas dentro del rango fisiológico normal (4-16 µM) 
provocaron una disminución del daño.
En este estudio, el mayor porcentaje de células necró-
ticas se observa en los cultivos que presentaban exceso de 
Zn, en los cuales el daño cromosómico también fue el más 
elevado. En un estudio reciente, se sugirió que la suple-
mentación en exceso con este micronutriente, redujo la 
viabilidad de las células de rata INS-1E debido al aumento 
de la necrosis (Nygaard et al., 2014). En otros trabajos in 
vitro, se observó que el exceso de otras sales de Zn, tales 
como cromato y citrato, también provocó un efecto ci-
totóxico y genotóxico en diferentes líneas celulares (Bae 
et al., 2007; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010; Sharif et 
al., 2011) y animales de laboratorio (Tapisso et al., 2009). 
En nuestro trabajo, los cultivos deficientes presentaron una 
disminución de la viabilidad aunque no de modo tan mar-
cado como en el exceso. En este sentido, en otros estudios 
se observó que la deficiencia de Zn indujo apoptosis en di-
versos tipos celulares, tales como fibroblastos, hepatocitos, 
precursores de células T, células del glioma y testiculares 
(Ho y Ames, 2002; Ho et al., 2003; Bao y Knoell, 2006; Yan 
et al., 2008; Yamaguchi et al., 2009).
Los resultados del presente trabajo sugieren que la su-
plementación de los cultivos in vitro con Zn ayudaría a re-
ducir la inestabilidad genómica. Las dosis más beneficiosas 
serían las de 80 y 180 µg/dl. Por su parte, tanto los cultivos 
deficientes (0 µg/dl) como aquellos con las concentracio-
nes más elevadas de Zn (280 y 380 µg/dl) inducirían una 
menor viabilidad y provocarían un mayor nivel de daño en 
el ADN y en los cromosomas. Asimismo, observamos que 
el nivel superior del rango fisiológico normal establecido 
para niños provocaría un incremento del efecto citotóxi-
co resultando en una reducción de la viabilidad celular y, 
por otra parte, un aumento del daño cromosómico. En 
otros estudios, se observó que la suplementación con Zn 
dentro del rango fisiológico normal tuvo un efecto bene-
ficioso sobre la estabilidad genómica en células WIL2-NS 
y queratinocitos de mucosa humana, mientras que el lími-
te superior del rango farmacológico (100 µM) afectó de 
manera adversa algunos parámetros celulares (Sharif et al., 
2011; 2012). En contraste, en otro trabajo donde se evaluó 
el efecto de la suplementación con 100 µM de sulfato de 
Zn no se observó que la viabilidad de linfocitos humanos 
estuviera afectada (Sliwinski et al., 2009).
En trabajos in vivo también se observó una relación en-
tre el estado de Zn y el daño en el ADN (Bae et al., 2007; 
Sliwinski et al., 2009; Xie et al., 2009; Wise et al., 2010; 
Sharif et al., 2011). En un estudio realizado en hombres de 
entre 19 y 50 años (Song et al., 2009c), donde se restringió 
la ingesta de este micronutriente y luego se la restableció, 
se registró un aumento significativo de fracturas del ADN 
durante el período de depleción. Este incremento se re-
virtió luego de la repleción de Zn, sugiriendo que el daño 
está relacionado con el nivel de Zn.
Se requerirán nuevos estudios para determinar la 
adecuada ingesta diaria de este micronutriente. Ya que, en 
primera instancia, es necesario llevar a cabo estudios in 
vitro dosis-respuesta que permitan evaluar el efecto de la 
concentración del micronutriente sobre el daño genético 
y la citotoxicidad. Y, posteriormente, deben desarrollarse 
investigaciones in vivo de corte transversal, que sean útiles 
para valorar la asociación entre la ingesta de nutrientes y 
los marcadores utilizados para cuantificar el daño genético. 
Asimismo, futuras investigaciones en este tema, deberían 
poner énfasis en la elucidación de los mecanismos 
subyacentes por los cuales el Zn modularía la reparación 
del ADN, estudiando el daño oxidativo, los procesos 
epigenéticos de regulación de la reparación del ADN y los 
cambios en la expresión génica.
Las recomendaciones diarias de alimentos intentan 
dar una guía para la ingesta adecuada de nutrientes en la 
prevención de enfermedades causadas por la deficiencia 
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o el exceso. Es claro que determinar estos extremos 
es importante, pero el mayor reto en la prevención de 
enfermedades del desarrollo y degenerativas, es definir 
la ingesta apropiada de micronutrientes, individuales o 
combinados (nutriomas) para optimizar el funcionamiento 
celular y del organismo. Esta optimización depende de la 
prevención del daño en el genoma nuclear y mitocondrial. 
Así, “poner a punto” el metabolismo humano podría ser 
el mejor camino para minimizar el daño en el ADN, 
mejorando la salud y prolongando la esperanza de vida.
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